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で同定されており (Ishiiet al.， 1992; Mitchell et al.， 1996)、DCC/UNC-40/Frazzlcdを受容
体として、成長円錐にたいして誘図的に作用するこが明らかになっている

















クをつくっていることが明らかにされつつある (Garrityet al・， 1999; Hing ct al.， 1999; 












ECM (for example， tenascins) 




























Takeichi， 1995; U emura， 1998)。クラシックタイプに属する分子は単に「カドヘリンj
とも呼ばれ、その定義は細胞内領域のカルボキシ末端にカテニン結合ドメインを持つ
ことである。このドメインを介してカドヘリンーカテニン複合体を形成し、細胞骨格系
と相互作用することが強固な接着活性を発揮するのに必要である (Nagafuchi and 










を果たしている (Iwaiet a1・， 1997)。また、 アフ リカツメガエルの網膜神経細胞の軸索
の伸長には N幽カドヘリンが正常に機能するこ とが必要であるらしいととがわかって


















成に関わる分泌因子 Reelinの機能的な受容体であるとの報告がなされた (Senzakict a1.， 
1999)ロカドヘリンリピート椛造を分子間の相互作用モジュールとして捉えるならば
























学的解析法 (forwardgenetks)である (VanVactor et aし， 1993; Salzberg et al.， 1994; Martin et 
al.， 1995)。変異原を用いてゲノム上にランダムに変異を導入し、ある表現型をしめす
変異株をすべて分騨する試み (saturationmutagenesis)がおこなわれた。その結果、神経
ネットワークの形成に必須な遺伝子がいくつか単離されている (Seegeret al.， 1993; Van 










必須の機能を持っていることが証明されてきた (Bieret al.， 1989; Nose et al.， 1992; Lin et 



































































ある (Nagafuchi and T討∞ichi，1988; Hirano et al.， 1992)。ノンクラシックタイプの分子は、
カテニン結合ドメインを持たず、強固な接着活性を示さない (Sanoet al.， 1993)。
ショウジョウパエをモデル動物とした研究により、現在までに、おもに上皮で発現
する 3つの分子DEカドヘリン、 FatおよびDachsousが報告されている(Odaet al.， 1994; 
Uemura et al.， 1996; Mahony et al.， 1991; Clark et al.， 1995)。また、おもに神経系で発現す
る分子かJカドヘリンが単離されており、軸索ガイダンスを制御していることが明ら
かにされ、また成虫の視覚系でのシナフス形成にも重要な役割を担っていると考えら





その結果、 fat、dachsous、3ふcadl】ermに加えて、 3つの新規遺伝子の cDNAを単献す
ることに成功した (Hirano，1992)。ノザンブロッティング解析から、それぞれの mRNA
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2-1 .結果























平野が単離した cad47Bの全長 cDNAを得るため、 cDNAクローン NO.19をプローブ
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Fig. 2-3 fmiの cDNAクローン
Fmiの全長に対して、得られた cDNAクローンを対応させて棒線で示した。クローン NO.19は平野











3つのシステインリッチ領域がある。アミノ末端側の 2つの領域 (C-1;1，464 -1，556 
a.a.、C-2;1，676 -1，793 a.a.)は、 NotchやFatに含まれる EGF様リピート構造と相同な
配列を含み (Mahoneyet al.， 1991; Dune et al.， 1995) Lamin.in Aの globularドメイン
(LmA-G)と相向性が高い (Sぉakiet al.， 1988)。カルボキシ末端側のシステインリッチ領
域 (C-3;1，962 -2，150 a.a.)は、 Ne仕in(Harris et al.， 1996)ゃいm.ininB2 (Montell et al.， 
1989)のV・3ドメインと相同な構造を含んでいる。 2，815から 3，054番目には、 7回膜
貫通領域が存在する。セクレチンレセフターファミリーに属する分子 (Ishiharaet al.， 
1991; Ishihara et al.， 1992)の7回膜貫通領域と 30%程度の相向性 (identi引を持つこと






一方、 Adlerらのグルーフはわれわれとは狙立に、突然変異体 starrynl，μt (stan)の原
因遺伝子のクローニングを行った (Chaeet al.， 1999)。その結果、 stanは fmjの突然変異
であることが判明した。彼らが同定した cDNAから予想される Stanタンパクは 3，579
アミノ酸残基からなり、 Fmiタンパクのカルボキシ末端の 6アミノ酸残基が 11アミ
ノ酸残基からなる別のペフチドに置き換わっていた。両 cDNAとデータベース上のゲ
ノム塩基配列 (BDGP， Celera genomics)とを比較したところ、 1つのエキソンを選択的
にスキップするととにより、 2つのスプライシングバリアントが存在しており、それ
ぞれが FmiとStanに対応していることが示唆された。 o Stanタンパクのカルボキシ末
端は -Eπvとなっていおり、いわゆる PDZ結合モチーフの保存配列になっていた
(Songyang et al.， 1997;第4章で詳述)。
別の複数のグルーフが同定しているヒト、マウス、ラットの分子ファミリー human
KIAA0279 (N agase et al.， 1996)や ratMEGF2 (Nakayama et al.， 1998)や mouseCclsr1， 
mouse Celsr3 (H司antnakisct al.， 1998)およびわれわれのグルーフが単附した mousc
Fmilなどは、細胞質領域を除けば、全長にわたり Fmiと高い相同性を示すことから














4922 TTIて丈おCGCAACτ'CCTICCγrACCTTCGAAAGτ'ciん1VIACAAAGGCATCGA'ITCAATC1寸AAGC1'CCGCTTτ'GCCACC守TACAGCAGI凶τておAア民え寸ACïじrA~1抗日;cAAGATACAAC 5041 
1561 f G R N S f L T f E S L K Q R H R F N L K L R f A T V Q E N G L L L Y N G R Y N 1601 
5042 GAACTGCA1芯ACTTTAT1'GCAT1ておAGA寸'CCA7ちAAGGACACσTGAGCTI'C1'CC守寸"1'TCTTTGGGCGATCACAGTCAAAGGII.1寸寸COσ1'GA'l寸'CAAGAGGC.AMOO'l右寸'CCGA'lてJJrAAA 5161 
1601 E L H 0 F 1 A L E 1 H E G H V S F S F' S L G 0 H S E R 1 S V 1 Q E A K V S 0 G K 1641 
5162 TGCCA TCAGGT AGAAσrGCTCT ATTTGAACCGAAGτ'GTCACCTIAσTCC1'CGA r AA TTG1芯ACACCGCCAT1'GCCCアγTC1て氾ACMCTC/;_ぉτ右ATAGA'τておAGCTGCGCCAATCGCACT 5281 
1641 W H Q V E V V Y L N R S V T L V L 0 N C 0 T A 1 A L S G Q L G 0 R W S C A N R T 1681 
5282 1¥CγT'lちAAGTTGGII.r AAACGCTGTTCGC1て;crCACGGII.GACC1芯CCATCGCITCC叩 GATC1芯ACAGGII.CC1'CT1'CAAGτておGCGGII.CTICC1'CGCATCCCAGCGCACTIてCCGσl'GACG 5401 
1681 T L K L 0 K R C S L L T E T C H R F L 0 L T G P L 0 V G G L P R 1 P 1¥ H F P V T 1721 
5402 AAT亡。CGACTTTGTTGGATσrl¥TCTC1芯ACC'ITCGAAT1ロ.1¥1芯λτ'CGCTTCσTTGATTTAAACTCATII'T匂TGCCGGλTMTGGAACGT1' IIGCTGGCTGCCCCCAAMGGC.TCCTC1'C'lて丈 5521 
1721 N R 0 F V G C 1 S 0 L R 1 0 0 R F' V 0 L N S Y V 1 0 N G T L 1¥ G C P Q K A P L C 1761 
5522 CMTCCGAGCCτ寸ち?γTCMTGGAGGCACCTG1'CGAGAGGGC"J'G(玄:;QAACCTAT1'CCτ'GCGAGτ'GTCCCGAGGCATA'1ちc'lておAAACAGCτちCCAGGATAATATACCAGCTCCTτ'GGCGA 5641 
1761 Q S E P _c_ F N G G r C R E G W G T Y S C E C P E G Y 1¥ G N S C Q 0 N 1 P A P W R 1801 
5642 TTCτ'CCGGAGAτて正副GAG守'c1'亡λσrTTCMTCCCCτ"TCTOCGIICCT入TCCAGTTGCCGTGGIICC.I¥CC寸'CCTI'CiCCC1て;CGAACACGCCAGAMGAGGC.τ寸-rcCτ'CC1'CCAMτ寸CAMTA 5761 
1801 f S G 0 G S L S F N P L L R P 1 Q L P W T T S f S L R T R Q K E 1¥ F L L Q 1 Q 1 1841 
5762 α';;ACAGAACA<σ門'CGGCCGCAGTTTマrcτ芯I¥GGCAAGCI¥σrA<σIちTACTI¥TAτ'TTTTGA1ておAGAACCCATGTA'τ'T1'GGCτ"GGCCCTT1CCTC1'CCGACGG1'GIIG1ておCACAGAσrCGAA 5月81
1841 G Q N S S A 1¥ V C L R Q G V L Y Y 1 F 0 G E P M Y L 1 G 1¥ F L S 0 G E W H R V E 1881 
5882 ATICGTτておCAGCMGCTT亡CCAGATACACτ寸'CTCAσTGGAτ-rA1ておI¥CAGCCおTCTGGAτ'CGσrocCCAτぢTCGCAGAAGCアrcAAGGCCTCTATGTCGCCMGATTG1' M 'Iて;c;crAGC 6001 
1881 1 R W Q Q C S E 1 H F S V 0 Y G Q R S G S V P M S Q K V Q G L Y V G K 1 V M G S 1921 
6002 CCCGACGGCAGCATIGGAGCAGTTCCCGAAGCCTCTCCTTICGAGαぉTGCA'ITCAAGATGTGCGTATIGGAGCAGGGCMTCGCTICTI寸'CACGACCAACTA1"代GAGAGAATGlておM 6121 
1921 P 0 G S 1 G A V P E A S P F E G C 1 Q 0 V R 1 G A G Q 5 V L S R P T 1 R E N V E 1961 
6122 GAτておCτ℃にGAATCACσTGC1'CAσI'G'TCCGCAτ℃λτ寸芯τ℃亡CMCCACτ'CG守'CCτロCCAGA<σrTC"I"氏支おIITCTGTCTACTTGCGAσl'Gτ℃λτ寸てCGGσrAτ'GTGGGTACGGAC"l'G1'GごG 6241 
1961 0 G C E S R A Q C P 0 H C P N H S S C Q S S W 0 L 5 T C E C 0 S G Y V G T 0 C A 2001 
6242 CCCATC'T守TACl'G1ロIlGACCττ'G1'GCγrcCGGA<σT'l"TGCIIGAGCAAACACAAσrTIACCTCGAGG1"TATGA1"TGCGAσTてにAACAc;cAGτ可'CCCGτ'CA'IておIlGATTATτ'GTGAGAAGGAA 6) 61 
2001 P 1 C T V R P C 1¥ S G V C R A N T S L P R G Y 0 C E C N S S S R H G 0 Y C E K E 2041 
6362 CITCAGCMCCGτ'GTC口な丈GσrτてiGTC丈正おτ芯AACGTGTGTGτておTCCAτ'GTCGA吹;;CGATCTGGCCC/>JIIJCl¥TATCACCCN:;ACτ'GCAACMGACCACCGGACAG1てたTAC1てにAAG 6481 
2041 L 0 Q P C P G G W W G E R V C G P C R C D L 1 0 G Y H P 0 C N K T T G 0 C Y C K 2081 
6482 ACGAATCACTACCMCCGI.ごCAMCGAMCCGCCTGTCTTTCCTGCGACτ'GCTACTCCAT1て氾AAGCTI'CIIσIておAGCATGCAAτ'CCGCTGACAGCACAATGCGIIσrGTCGAGAAGGAσIT 6601 
2081 T N H Y Q P P N E T A C L S C D C Y 5 1 G S F 5 G A C N P L T G Q C E C R E G V 2121 
6602 AT1ておACσTAGCτ'GTGACTCCτ℃にτ'CAAATCC1"TATGCCGAAσrCACCC1"TAσl'GGII TGCGAIIGτてお1"TTIICGATGCCτuτ'CCGCGIITCCTTT芯CCGσl'GG(おTA1てお賀正副CCACGCACT 6721 
2121 1 G R R C D S C S N P Y 1¥ E V T L S G C E V V Y 0 1¥ C P R S F A G G V W W P R T 2161 
6722 CCTC1寸て氾AGGII.σrrc;cCATCGAAGGA1勺τ'CCτ'CCACCGC丈TCGAGCAAAAGGCCMCGCAGCτてにGATσ了I'CAA'J'CGGGIIJI.GCTGC込ATACτ'CCGGATAτ'GTACMCTGCACCTCGI.';;AG 6841 
2161 P L G G V A 1 E G C P P P A R G K G Q R S C 0 V Q 5 G S W N T P 0 M Y N C T S E 2201 
6842 CCττττロτておAGCTGCGTCGCCAλC1'GTCAζAACτておAGAAACTCGAAC1てねAGCτ寸AACτ'CCτT寸'GTGGCCATAAAAAτて氾CAGI¥c;cAGC1芯AGAAAAGCTTG(芯I¥GGCGG'TておACAGG 6961 
2201 P F V E L R R Q L S Q L E K L E L E L N 5 F V A 1 K M A E 0 L R K A C E A V 0 R 2241 
6962 AGAGσrGCCAGCAAGGATCAAAAGATTTCCGl.';;AAA1ておCCGCCCTAACCGTCGTTACMAAτな治ATCAτ'CCTTCCτて;crcAGCAAτて;GGGGAAACG'I'GTGGTCACAτ芯AAr::了l'GAAATG 7081 
2241 R G A S K 0 Q K 1 5 G N G R P N R R Y K M E 5 S F L L 5 N G G N V W 5 H E L E M 2281 
7082 GACTACCTATCCGATGAA1寸芯AAAτ寸'CACTCAτロλτ'CGACTぢTACGGCGC'l芯ATC寸寸でTちGTCI¥CGGAGCGCCTCCTACAC芯AGτ可て治TCMCTA'T芯AACTCAτてにAGAσTて:OCC1"TMC 72 0 1 
2281 0 Y L S 0 E L K F T H D R L Y G A 0 L L V T E G L L Q E L 1 N Y E L M Q S G L N 2321 
守202TTATCCCATAGTCMGACAAATACTTIATTAAGAATTTI¥GTAGATC丈E正副亡仁'AGCσITA'・rTITGGATCGAAAATACGAGGCAGAATGGAGMGGCに'GACGおAACTCATTCAAAGGGGACCA 7321 
2321 L S H S Q D K Y F 1 K N L V 0 A A S V 1 L 0 R K Y E A E W R R A T E L 1 Q R G P 2361 
7322 GACGATCτちGT1'GAτてにAττ寸AACMσTACC1てお守てお?了1"1て丈丈τ'CGATCCCMCATGACJ¥CCTJ¥CI¥CTJ¥σrcCTTI寸むAGA1てGTGCAGCCCMCA1てX副ごCCTAGCAγrGCl¥CATCσrc 7441 
2361 0 0 L V 0 A f' N K Y L V V L A R 5 Q H 0 T Y T 5 P F E 1 V 0 P N M A L G L 0 1 V 2401 
7442 ACCACτ右AAτ'CACTAτ寸寸ておTIACGAACCGGAc;cAσIT AAGCGAATACCACCGGAGCAAGTACC1'CAAACCGAAτ'GCJ¥1"了rACCACAGAAAG1勺TτちTGCTGCCGGATACCAσIておATTT 7561 
2401 T l' E 5 L F G Y E P E Q L S E Y H R S K Y L K P N A f T T E S V V L P 0 T S G F' 2441
7562 CTACAGCACTCGGC.T=AC;CGACCAGτちATTAGC1"TCCCCAAσTACAATAACTACATAT1ておA1'CGTCσrAAσγITGAτ'CAGCACACCMGσTCCTAGTGCCCC1ておAGATGCT^ GGA 7681 
2441 L Q H 5 A R Q R P V 1 S F P K Y N N Y 1 L D R R K f 0 Q H T K V L V P L E M L G 2481 
7682 A TI ACGCCTCCTGAA.AGCGAτロAGAT1"TCACAGAσIておACGACGAGGAAGTAσTCATGACCACTGTGCごCA穴::G1ておCGTAτ'GCGCAATACMGGAτ'GTGCQACAGCTCC1'CCCCGAT亡τ可J 7801 
2481 1 T P P E 5 0 E 1 S Q S G R R G 5 5 H D H C A 1 V A Y A Q Y K 0 V G Q L L P 0 L 2S21 
7802 TATGATGAGACCATAACCCσrcG・ITGCぉGCG1ておAτ'GTAGAGCTAGCT ACCCCCATIC1'CTCCCTGCAAA TTTT AG1"TCCCTCAA '1て氾AAAGGGAACAGGAGACGCAGCGCCT(おAGAIT 7921 
2521 Y 0 E T 1 T R R W G V 0 V E L A T P 1 L S L Q 1 L V P S M J; R E Q E T Q R L E 1 2561 
7922 CCGTCGAGAAAGA1'CTTCTCCTCA1'C1"TCGCCATCTICATCCτ'CA TCC1'CAGGCAGCACGGAACMCMTTTGlておAGGTTTTCGA'τ'GTTCCTAAAGCTCCAACMGCAGCAσrGAACM 8041 
2561 P 5 R K 1 F 5 S S S P 5 S S S 5 S G 5 T E Q Q F V E V F 0 V P K 1¥ P T 5 S 5 E Q 2601 
8042 CAGAT1芯AGGATATI¥CGGI¥TMCAGCCCAτ'G入AATTCCGCCACCAG1"1'TCCTCTGTAGAACMCAGGAGGCTT亡AAσTGGτ'GAAGA7ておCGAAGAGAGGGAACCACI¥CATICGCCTAAAT 8161 
2601 Q 1 E 0 1 R 1 T A H E 1 P P P V S S V E Q Q E ^ S S G E D G E E R E P H 1 R L N 2641 
8162 Cτ寸右ACGACATIGAG1"TCCAτ'GGCAACTCCGGCGAGGACJJrCATA TCGCCAGACτ'CGCCCGAMτ芯C1"TAATCCAAATIACGAAGσIなrCAGT1マrACTGGAAGτ芯AT(治c;cAGCCAAAG 8281 
2641 L 0 0 1 E F H G N S G E E V 1 S P 0 5 P E M L N P N Y E G V S S T G 5 0 E Q P K 2681 
8282 GσTGAAAACGAAGCOO'l"1'TATIIG.λGATCGTCσTT1ておTGAAGAGGCACJJrAGAGATCACI¥ TATCC可寸'CAGAACAAATGCAGCAATCAGAACAGGTOO'l'GTATAGATCC守可てKおC寸'CGCCT 8401 
2681 G E N E A V Y R 0 R R L V K R Q V E 1 T Y P 5 E Q M Q Q S E Q V V Y R S L G S P 2721 
8402 CATτ寸'GGCGCMCCCATAAAGC1ちCAGATGlておc1ておAτ'G'T匂GAτ寸'CAGCACGCτ寸τておACCCCσ門'CGAACCCTCAσrGCGTCCσT'lておM C1'CCTTIACCMTCGAτておACTIIGAτ寸て:; 8521 
2721 H L A Q P 1 K L Q H W L 0 V D S A R F' G P R S N P Q C V R W N S F T N R W T R L 2761 
8522 GGC1'GTCAAAC1沼AGATTCCCGACTI'CGAτ'GGAGAC'門寸AA1'亡cτ'GCGGCACMCAAGCGAτでC'ITGτロAAC寸'GTAGCT<丈ACCCATA TITCCAGCTATGC'lち守寸Aτ寸'GTGGATGl司:;Aアr 8641 
2761 G C Q T E 1 P D F 0 G 0 f N P A A Q Q A 1 L V N C S C T H 1 S S Y A V 1 V 0 V 1 2801 
8642 GATCCAGAGGACATCCCAGAGCCτマCGCTCTTGGTC丈λGA守寸ACC1'CCTAC1'CTGCCττ'CC1'CG1"Tτ'CACTTCCCCTGC1て;crc丈おAσIちCTCTIGC;cTTτて;Q(了T'CT亡CTACGTGσrCAG 8761 
2801 0 P E 0 1 P E P 5 L L V Q 配Z五~-::S:πt'F-:l項沼iS~..r.;沼おお混E瓦♂~凶~ìill.~~A:且iL:l'iLiI R G Q 2841 
8762 CAGACCλAC1'CAAACAct:A'l可'CACCAGAACA'I寸℃τちCτ寸寸'G1'GTC1"TCτ'GCGCGGAGCTCC'ITTT(ごTTCGTC丈氾λA1て;CAATCGCG1で'GGCAGCTCCTGGAGAGCGAATτ寸てCCτ沼CMG 8881 
2841 Q T N S 荷車問2剖~出加経r:!rV:ぷ宮司~.::1;~;.c..iÀ且...J，，:;.1'!Miìt.pÃ減量J::iHみ01 5 R R Q L L E S E f P C K 2881 
8882 Cτ'GA=CATC1'GTCTGCACTACTTC・rGσTτて氾CTGCCτ寸'CGCCTGGACAACGσl'GGAC1てにσrTCATCTATACAGAAτてに1'CACCGAAATGCG"fちACAl寸λACCA=CCCA1唱。C;C 9001 
2881 田町豆沼~言語込脳出U湖沼Lf，l'Ah'E想定訳~守二王町τE15乏~Y R M L T E H R 0 1 N H cl'5>'t・"M1:o1 2921 
9002 TTCTAC寸寸'CGCCAτ'GGGCTAτ'GGTGCτ'CCAGCCATCGTCGTCGCA 1寸Aτ℃τ'GT1沼GλGτ寸CGTGCTCAτ℃λσrACGGAAATAG寸寸-rAτ寸℃守'GT1ておCτ寸IでT右TCTI¥CGAGCCTGτ寸也τ可J 9121 
2921 tF.:i'互認定広市忍霞芸部認;碍百官官T:~~.v 二宮町マrょす己切 1 R A H E Y G N S L F C W L S V Y E p0'士v71 2961 
9122 1芯G1ておc1ちσIちGσrcCCAττ'GCGGGCAτ'GTCCG1ておTGAACC1ちCTCATCC1"TTTCσTC寸'CCσrcAAAGCTCCCTTIACGCTCAAGGA TCACGT ACTIておATT'lておλλATT'lちCGAACG 9241 
2961 f.'む有志Z蕊起訴胃E布切すす芯Jti，V.?Jお宗主主Llな=_p-v可士マ1K A A F T L K 0 H V L G F' G N L R T 3001 
9242 CTCCTAτ'GGTτ司芯引3訂τ'CAσT司芯GTI入灯、汀TCGCTCCCGC口τ右Aτ芯GCAσrCA7な切I閃沼GσTCCTAGCGσI陀芯C白τちGCCGC'白1"寸T陀'CGGI¥GCACTC寸CAσ?πl'GCTGACCC寸℃γ閃CTCτ'CCGσGTG'切Iお芯CロI右CTACTC 9361 
30∞01 r.決?官jF""Fι盈z仏L笠包lEs主込ιy_圃::v'l誌~L"γ"ウヲ方FE古許寝苅官で♂τおヤ
9362 CλCGCGcrπ寸℃τて丈CTCA1"l'GGλTACTGCATCATTAA亡MGCGOσrocQG:;AAAACC寸'CCMCGCACCTGlで叩CGA'lてにA1て;c;crCGCMGG1"fCCGCTI1寸て氾ACTCC1'CCA'T沼町可:; 9481 
)041 [Hプ'A""""L"":;F'e士C立::-G---y"c，!，，"X苦情古]K R V R E N L Q R T C L R C H G R K V P L L 0 S 5 M V 3081 
9482 σγTAGCM1'AGCTCACACAACGτちλATGCAGCGGCGAGGCCGAG1'M C1"TCCTGGCAAσrておA1'A7沼ATACAACCACCAGGCσTAACATAGGCA TCAGCGCTAGT AGCACT I¥CGTCGAGA 9601 
3081 V S N S 5 H N V N A A A R P S N f L A S G Y 0 T T T R R N 1 G r S A S S T T S R 3121 
9602 AσfA=CAAλACGAσγfCGAOTCCσTACAGCGII1ておACMC1沼λGGG¥GACCTCAACGTCCACC'T'CC入ACTACMγrCAGCCAGCGATGCTCCGAC1"TTC'門、:;I¥GAGGAT1てGAATCT 9721 
3121 S TλK T S S S P Y S 0 G 0 L R 0 T S T S T S N Y N S A 5 0 1 P S F L R G F' E S 3161 
f ，.ー、、
























































































761 A F Q V V A K 0 G G V P P K S 1>. S S V V 1 T V Q 0 V N 0 N 0 P 1¥ F N P K Y Y 
2642 GCAMTGτておGAGACおATCAACCGC亡AGGTACTCCGσTTACCACAσrcACAGCCACGGAT亡'CGCACGAGGAC寸'CCCGCTIてにACTACGA心ATCACMC=AACACMGCGσTCG<
自01 A N V G E 0 Q P P G T P V T T V T 1¥ T 0 P 0 E 0 S R L H Y E 1 T T G N T R G R 
2762 GCGI\γr1\CCTC1'CAGAATC氾τ'CGGCGτ'CTAATTACCATIGCCCAG1'Cc;c1て氾A1寸ACAAGCAGCAGAAGCGC1"TCCTGCTCACAGTAGCTGCCACCGAC1てCGGAGGACGTIC1右A~
841 A 1 T S 0 N G R G L 1 T 1 A 0 S L 0 Y K Q E K R F L L T V A A T 0 S G G R S 0 
2882 GCCACCGTCCATATCAACATTACGGAτてにCMTAACT1'CGCTCCCATC1"MちλAAAτちCτ'CCATATACたGCATCGGTぢTT'T芯AλGATGCCCCAσIてKおCACCACCGTTCTCGTτ'GT':
881 A T V H 1 N 1 T 0 A N N F 1 P 1 f E N A P Y S A S V f E 0 A P V G T T V L V V 
3002 
921 A T 0 S 0 V G V N A Q 1 T Y S L N E E S 1 N G L G S P 0 P F S 1 N P Q T G A 1 
3122 ACCAAτちCCCC1'CτておAτ'CGGGλGAC亡ACCAGτておλTACCTACTGACCσfAACTGCCMG芯ACGGAGσrMCCC1可℃σITAAG1ロA
961 T N A P L D R E T T S G Y L L T V T A K 0 G G N P :; L S 0 TT 0 V E 1 G V T 0 
3242 
1001 N 0 N A P A F K 5 P L Y Q A S 1 L E D A L V G T S V 1 Q V A A 5 0 P 0 V G L N 
3362 
1041 R 1 K Y L L 5 0 R D 1 E 0 G S F V 1 D P T S G T 1 R T N K G L 0 R E 5 V A V F 
)482 CTAACCGCTAτ可芯CCGτておACMGCGATCACCτ'CCGCTCTCAAc;cACCσIておAGGTC丈AAAτ'CC芯Aτ寸て氾.l¥GGACσTCMlちATIて
1081 L T A 1 A V 0 K G S P P L S S T V E V Q 1 R L E 0 V N 0 S P P T f A S 0 K J T 
3602 TA1芯TてたCGGAGAACτCGCCτ'GTGGGCTC1'G1'GG1てKおTGIIGATTCA1てにCCACGATCCCGAτ司，A=σrCAAτてにAσ穴芯TGCACTA1"fCCATIAアl'GGCGGCGAl芯
1121 Y V P E N S P V G S V V G E 1 H 1¥ H D P D E G V N A V V H Y S 1 1 G G 0 0 S N 
3122 
1161 f S L V T R P G S E R A Q L L T H T E L 0 Y E S T R K R F E L V V R A A S P P 
3842 
1201 R N 0 A H 1 E 1 L V T 0 V N 0 N A P V L R D F Q V 1 F N N F R 0 H F P S G E 1 
3962 
1241 R 1 P A F 0 A 0 V S D K L H Y R 1 L 5 G N N A N L L R L N S S 5 G G L V L S P 
4082 c1芯AACACCMτ'GTACCCMσTT'Tてに'CACCATCおAGσrATC亡'QTTτ'CGGAτておAATIAACGAAGCCMGGCGATTAτてにAGC1"π'CAσrcCGGC・1沼ATCACCGAGC
1281 L N T N V P K F A T M E V S V S 0 G 1 N E A K A 1 H Q L 5 V R L 1 T E 0阿 L F 
4202 
1321 S V T V R L N E M T E E A F L S P L L N f F L 0 G L A A 1 1 P C P K E H 1 F' V 
4322 
1361 S 1 Q D 0 T 0 V S S R 1 L N V S F 5 A R R P 0 V 5 H E E F Y T P Q Y L Q E R V 
4442 τ可℃λACAGλGCCATTCTTC;cCCGAT1ておCCACCG1芯GAGσl'GCT1'CCC1可'CGACGACAA1でfC1てにGτちCGAGAACC
1401 L N R A 1 L A R L A T V E V L P F' D 0 N L C V R E P C L N F E E C L T V L K F 
4562 
1441 N 1¥ S E F 1 H S 0 T V L f R P 1 Y P V N T f A c S C P E G f T G S K E 1 Y L C 
4682 ACTGAGCTAGAτ'C1'C1'GCT AC1でI芯ATCCCTGTCAAAA 1ておAGCMCC守'CTG'T芯AGGCGAGAAGσl'GGCT.ACACTIGTGT1 TGτ'CCAτ'CiACGCATIICTGGTCAGAATTGCGλAAC 
1481 T E V 0 L C Y S _0 P C (l N G G T C V R R E G G Y T C V C P S T H T G 0 N C E T 
4802 G1'CGGACλCCTACσrcC1"TGTCCσrcGCAAACCTGTGIIGGGAGGCTτ'GTCCτ可;CC寸'CAGCAAτ寸ATCCCAGC守'CACλλεCTCC1てCCT八TACGGCCACCTGTG八，GCTGCGAGCC
1521 V G H L R P C P S E T亡 EGGLSCLSNYPSSQ PPPYT I¥ TCELRAR 




1QTREFPQRIPLGLLLVLLVVLLQSSLI KSYLIIVIH E 0 T 
362 ACGGTAATCT1'CAACGCC1'CCG1'CTATAAACT1ておγrcCGAACoc;cAl寸ACMGATCAAτ'GCCCACMσrcGGCCMTI寸CσTて丈ACCATCTAσrcTCCσTちAATCACAA(
41 T V 1 F' N 1¥ S V Y K L G S E R H Y K 1 N A fI K S A N f V H fI L V S V N H K 
482 
81 1 Q L R K A L K C 0 G 1 Y Y P N L f T f Y V 0 S T S N R L R S 1 0 Y Y S L 
602 
121 1 F' V S G H S C N E 0 R R 1 E Q E L H H H H Y E E E 0 N T G Y 5 K R R R R 
722 CAGGAGATGATCCAACTGAA 
161 0 E H 1 0 L N G N 0 L E E V F R 0 N S T E F R A G 0 L 1 F G 0 S f 0 N E M 
842 
201 1 L S R K R R A V G 5 P D P L H L Q P A L H R R 1 S D A K Q W 1 5 E T Y A
962 
241 1 H T T 0 K W N Q 1 C L R R S 0 F 1 N S L N A F L P R S V C Q H C K V S f 
1082 
281 N 0 E R F A 1 E H Q S R D L V A S R 0 V C 1 A E 5 M W K V 5 1 T F N 1 R C 
1202 
321 D 1 V 0 S 0 H R L K 1 V Y H H Q E F N D T 0 1 A R R V R R E L R N 0 5 P Y 
1322 
361 A L Y V A 5 V L E E Q P A G A A V T T V R A R 0 P E 0 S P V V Y S N G LT 
1442 
401 P R S Q S L F K V D S R T G V V T T S A S L 0 R E L H D V H Y F R V V 1¥ T 
1562 
441 F P P R S G T T T L Q V N V L 0 C N 0 H S P T F E A E 0 F E A S 1 R E G 1¥ 
1682 
481 S T V 1 T L R A T 0 Q D 1 G K N 1¥ E 1 E Y G 1 E A V T D G A G L A 0 0 0 E 
1802 
521 f R 1 0 5 R S G V 1ST R S S L 0 R E T S 0 5 Y H L L V T A A 0 L A S A Q 
1922 
561 R T A T A 5 V 0 V K V L D 0 N 0 N Y P Q F 5 E RT Y T V Q V P E 0 Q W G G 
2042 
601 N T V A H 1 R A T 0 A D Q G N N A A 1 R Y A 1 1 G G N T Q S Q F S 1 0 S H 
2162 
641 V S L V K P L D Y E S V R S Y R L V 1 R A Q 0 G G S P S R S N T T Q L L V 
2282 
681 0 A N 0 N A P R F Y T S Q F Q E S V L E N V P V G Y N 1 1 R V Q A Y 0 S D 
2402 
721 N 1¥ E 1 T Y 5 1 5 E R 0 0 N f P L A V 0 P R T G W V Q T 1 K P L 0 R E E Q 
24 23 
9722 1マfACAACCGVAAGGAGCAGAGσl'GGCGAGGAGAAACCATCGAGGCGCCAGAGGAAGGACTCAGACTC1'GGC1'CCGAAACGGATGGAAGAT亡CCTCGAACT寸'GCCAGCAGTCACTCCAGC
3161 S T T G R S R G G E E K P S R R Q R K 0 50S G S E T 0 G R S L E L A 5 S H S S 
9842 GACGATGATGAσrCCCGGACAGCTAGA TCγrc穴;GTACCCA'τ'CGCAGCACCGCCGτ'GAσTTCGACGCCAGCC寸Aτ寸寸て丈CCAACIITCACGGAGCACσrcCAGGCCACCACACCGCCGGAA 
3201 0 D D E 5 R T A R S 5 G T H R 5 T A V 5 5 T P A Y L P N 1 T E H V Q A T T P P E 
9962 C"IちAAτ芯τ'GG1ちCAGAσTCCGCAGCTCTτ'CCCGAσT右TGAATAAGCCCσIてTA1芯CTCCGCGCTGGTCCAGTCAGCTGC(ごAGATGCGTATTτ芯CAATCACCTCCGAATA寸'CGGACGGτてお
3241 L N V V Q 5 P Q L F P 5 V N K P V Y A P R W 5 5 Q L P 0 A Y L Q 5 P P N 1 G R W 
10082 TCCCAGGATAC"IておATCτちATAACGAACACσTC亡λCGGGCAAGCCAAGATGACCATCTCGCCGAATCCC亡Tてに'CCAATCCCGAτ'CTCACGGACACCAσITACCTGCAGCAGCACCA乙AAC
3281 5 Q D T G 5 D N E H V H G Q A K H T 1 5 P N P L P N P 0 L T 0 T 5 Y L Q Q H H N 
10202 AAAATCAATAτ'GCCTCCCTCGATCTTGVAAAA TA TCCGAGAτ'GC1'CGGGAGGGCTA守て;AGGACAGCTTGTAτてX氾AGACGτ℃おAGAGTATCC"I芯ACAAGTATGGCTCCTACAAGCCACCC
3321 K 1 N H P P 5 1 L E N 1 R 0 A R E G Y E 0 5 L Y G R R G E Y P D K Y G 5 Y K P P 
10322 AGTCACTA:吹丈丈AGCGAAAAGGACTATCCCGGCGGACおAAσ穴;(;c1てCCAGACGA竹'GG1てATAτロAGGAGτTl'CCACCCGGAτて副亡'CGCGTACτ寸'GAσTロACAACATATACGACAAGCAG
)361 5 H Y G 5 E K 0 Y P G G G 5 G S Q T 1 G H H R S F H P 0 A A Y L S D N 1 Y 0 K Q 
10442 CGAACGCτておGCAσtておCTACTTGCおCGCCAAσrcGGAGTCGCCτマACC寸'GTCCAAAGATCGCATAACACCCGATATCTAτておATCCAGGGATて;G'I'CATTATAGCCTCAAGAGACAGCCT 
3401 R T L G S G Y L G A K 5 E S P Y L 5 K D R 1 T P 0 1 Y G S R D G H Y 5 L K R Q P 
10562 GCCTATGCAAC"l'GATTCCC"IてにACTCGσITCACτ'CGCTCCTAAAGAACGATTACCACCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAACACCATτ寸'GCAA心ACAGATTGTCCGAGGGAT亡GGATAAG
3441 A Y A T 0 5 L H 5 V H S L L K N 0 Y H 0 00000 0 Q_HHLQDRLSEGSDK 
10682 AA1て正に'TACCAC寸寸寸'CCCTACACCGCCGAAGACおATCACCτロCCCGCCAGGAAGC"IロAGCCACACCCAACCGCCτ可'CGCTTCACGGATCCCAGCτ芯Aτ芯CAGCCACC"IておAG1て丈おCCτ℃
3481 N G Y H F P Y T A E E 0 H L P A R K L 5 H T Q P P 5 L H G S Q L H Q P P G V G L 
10802 GTCAACGATGτ芯AACAAτ'CCGGGCTTGATGGGAAGGCACACCCT AAAτ"GGAGGATCCCGACACAσTTCCAGAGCσrcCTCGCCGCCCTCCACCAτ'GG1'GGC'TCCCAτ芯CAGCCACτ沼GGC
3521 V N 0 V N N P G L H G R H T L N G G 5 R H 5 S R A S 5 P P S T M V A P M Q P L G 
10922 CCACτ'GAこAAGCAτ'CACGGATACCGAC"l'CAGAGGCGVAA TA1'τ'GAτ'GAτ芯ACGAGACCACAG1勺τ芯ACGACτ'GTCCCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAACAAτ寸芯AAGC"I'GCAACA
3561 P L T 5 1 T 0 T D 5 E A E Y・
11042 AAGGCAGCAGCAGCGGCAGCAACACAτ'GCAACAAτ可'GCAGCAGCAACGCACCAAGCAACAGMGCAGAAGCAAGCGCAATATTTTGCCACCAτ寸AGACGCAAGCCGCAσTACAGGAτ寸CA 11161 
11162 CACGGAGGAC"IロAGσI'CCTTC'I'TGごCAATCGATACGAτ℃σTAGCATACTTIて;GGAGCAC"l'GCCATAGGGGCAτ'GCCCGTCATTATAATTGAAACTTI勺TACATACAAGCACCCACTIAAT 11281 
11282 ττ寸ACσrAAACCCAGCτ寸AGTATACCCCCATTCGGGCACAGATATTTATAむGATAGCCTAGCAττ寸ACATAAττ寸芯AGGCGCCAσπてにAτ寸寸CGTTCGGAA~ごATAACTCGCAτちCA 11401 
11402 CACACAGACACAGAAτ寸ACTCAGCTTTAGCCTτuτ芯TA'τ'GTAτ'7ATAAAτ寸ACACTATATAATTATGTAτ寸AAAACAAGAσrcJ¥GAC"IもAτ寸寸'7A1てにλτ'7TTACσTTCτてにTAτ寸1>.TAT 11521 
11522 ATAAGCCCCJ>.CACAAACAτ'7TAGCCAGCGAGCTCA7てにAτ寸'7AGσI'CCAAτマACCATACCA7寸'ACCATTACCAATTT1ちAAτ'GCCCCAGATCCGATTCGGσ1・rcGGAACGAGGGGCGATA 11641 
11642 T亡GGσrTCτ'CAGTGCGACT1'7AGτ寸寸℃λGAACσITTGτ芯τ'GCCτ'CGAGCτ-rTTTATGCCAAATTAσM芯AAσI'CGAAGGGGAACTTGTAAAτ'GAλAAλTAATCτ'GCGAλAG守可可'GCAAτマ 11761 
11762 CA7寸寸て副CCTAGCAτ'CCGCACAτ'GTIちCCATI寸Aσr・MておGAGTTAGτ寸寸寸AAτ寸'GATAGCATCTACTAτ'CCσrACGAACGτ・!'GCGAAτ'GTACAATAAGCCCCCCCτ'GCAAGAGAAAACAA 11881 
11882 GTAAATAAATI'CAGGACAGTTCCCGTAτ寸寸ATGCGAAATATAGAATCCACA 7'GC芯CAGCATIロACATATCC"Iて丈AAAσrATACτ'CGATACATATAτ℃寸℃τ'CTATMTATC文:GAσrcCTGG 12001 
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(A) FlamingoおよびrnouseFlarningo 1の構造模式図。 αdherinrep悶 1の数や細胞内領域の配列などの
差異はあるが、全体構造はよく類似 している。(Cys-richregion: cysteine-rich region， LmA-G cbrnain: 
larninin A globular oomain， 7TM: seven-pass transmembrane segment) (B)ほ乳類の相同分子 (mFmil，rnCelsr， 
rMEGF2)の7回膜貫通領域のアミノ酸配列とのアライメント。 Fmiと同一のアミノ酸を塗りつぶして
ある。 3番目および4番目の膜貫通領域で特に identityが高い。 Gタンパク共役型レセプターである rat
secretin reαptorとの問でも保存されている残基を*で示した。またJI英貫通領域と推定される領域を太い
実線で示した。
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Nelson et al.， 1994; Fredieu and Mahowalt， 1989)でシグナルが見られるほか、表皮全体と
気管など上皮系の組織にも弱いシグナルが検出できた (Younossi-Hartensteinand 


























気管の細胞にもシグナルが認められる。(D， E and F)ステージ16。神経系のシグナルも次第に低下し始
める。しかし、末梢のグリア細胞の一部では、ステージ17まで発現が続く。(仕 ωrsaJc]uslcr， ]: latcraJ 





















blot: fi ~ ~ 



























EX32111 IN EX EX (mono) (mono) IP: ，-.. 
いCl-5Aにより免疫沈降したところ、#71 よび細胞内領域に特異的な抗体 CR3-9A、
EX EX EX IN 












(EX0nono): #71，α-EX: CR3-9A，α-IN: 
CJ-5A， co山 01scrum: ratωrmaJ scr¥lJ11 















































Fig_ 2-10 妊期における Flamingoタンパクの局在 (1) 
(A)細胞外領域を認識する抗体 CR3-9Aによる抗体染色法により Frniの分布を訓べた。ステージ ]2
の腔では、表皮全体に低レベルのタンパクが存在している。また中4区神経系では、パイオニアmlh索を含
むほとんどの~ilh索上にシグナルが認められる。(8)ステージ ]4 になると表皮での Frni 最は低下し、'1'
枢祈l経系のニュー口パイルにおもに分布するようになる。 (C)ステージ 16。ニューロパイル全体にシグ
ナルがあるほか、末梢にイ巾びる運動判所を (11111・motorncrvc)にもタンパクの分布がみられる。 (D釦ldE) 
ステージ 170 末梢のグリア制1胞での分布。矢じり(D)は cxitgliaであり末梢のやl'経来が腹部神経miを




























































の機能を持っと考えられているし (Mahoneyet aし， 1991)、またショウジョウパエ dsは
付属肢の遠近軸のパターン形成に必須の因子であるとされている (Clarket al・， 1995)。
また、マウス CNRは細胞質領域で非レセプター型キナーゼの Fynと結合することが
知られていたが、最近になって神経細胞の移動を制御する分泌因子 Reelinの機能的な











認められている (Shimaet al.，未発表データ)。近年、多種多様な 7回膜貫通型分子が発































































一一一~ . fmi containing 
reglon 
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Fig. 3-3 fmiヌル変異体 E45
および E59














体により中枢神経系のニューロパイルの全体像を視覚化した (Jan and J an， 1982)0 E45 
およびE59のホモ接合体とそれらのトランスヘテロ接合体では、ステージ 17の後期






た。まず longitudinalaxon tractのうち、数本の判!索からなる 3本の車rl索束のみを染め出















ロンや RP3ニューロンなどである(Landgrafet a1.， 1996)。ヌル変異体では、これらの
同定可能な軸索群はほぼ正常に走行していた。データは示さないが、特異的なパイオ
ニア軸索マーカーである抗 Connectin抗体や抗 FasciclinII抗体 (Patelet a1.， 1987)を利
用しても異常は検出できなかった。したがって、後期庇でみられた異常は、主に後続
の軸索が正しい経路選択や伸長ができなかったことによると結論づけた。
(A)野生型腔のステージ ]7における Fぉ I陽性車1索の走行パターン。正中線を挟んで左右にそれぞ
れ三本ずつの車Ih索束が前後方向に走行している。(B， C， D)ヌル変異 E4SとES9のトランスヘテロ接合
体での F出 nr場性車111索の走行パターン。白矢印が示すような異常が高頻度にみられた。 ~[Ih索の伸長が停




調節領域の一日I~ を使うことで微小笠:結合タンパク Tau とやGal との融合辿伝子を半休
42 
節当りわずか3つの同側性介在ニューロンで特異的に発現させ、その軸索をラベルす





















































できないが、 lateralclus terの CHニューロン (neuronsof chordtonal organ)の軸索束だけ
を特異的に標識すると、車fil索伸長が途中で停止してしまう表現型が高頻度にみられる
ことが知られている (Kolodziejet al. 1995; Fi g 子6C，D)。
44 




































Fig. 3-10 fmiは MD






















AEL 16 hr 
一一一争
























(lamina， medullaヲlobula， lobula plate)からなり、 R1-R6の軸索は視葉表層部の laminaに、
R7および R8の軸索はより深層部にある medullaに投射している。さ らに複眼から視
葉への投射パターンは、脊椎動物にみられる網膜ー視蓋投射の場合と同様、空間的な位
置関係を保存するようないわゆる retinotopicな様式である (Meyerowitzand Kankel， 





能であり (F吋itaet al.， 1982)、感度よく異常を検出できる。また、 R-axonの走行パター
ンに異常を示す変異体が既にいくつも分離されている (Martinet al.， 1995)。このような
特徴から、 (1)軸索の伸長や束形成、 (2)軸索の経路認識や標的認識、 (3)シナプスの形
成や成熟過程など神経系の発生において一般的にみられる現象を、車ru索一本一本のレ
ベルの解像度で解析できるという卓越した利点をもっている (Garrityct al.， 1996; 























medullaに投射する。(ed:eye disc， la: ]arnina， 









































































の作製 (Xuand Rubin， 1993)を利用して解析を進めた。





























































































































and Spitzer， 1999)口一方 Fmiの7回膜貫通領域と高い相向性を示すセクレチンレセプ
ター(ラット)は、活性化すると細胞内の c品。の濃度を上昇させることがわかって











への overgrowthは、周囲からの ストッフ シグナルに応答できなくなったことが原
因とも考えられるし、 “ストッフ"するタイミングを計る細胞自律的な機構が損傷し
たことによるとも考えられる。
Gaoらは変具体スクリーンにより fmjの他にも prosoero(pros)や kakapo(kak)など既
知の遺伝子ほか、多くの未同定の遺伝子が樹状突起のパターン形成に関与することを











































































明らかになってきた (Gubband Garcia-Bellido， 1982; Eaton et a1.， 1996; Tumer and Adler， 
1998)。
その中でも重要であると考えられる因子が、 7回膜貫通型レセプタ-Frizzled (Fz) 
である口 frizzled(幼は感覚毛の極性異常を示す突然変異体として分離され、光受容細
胞のクラスターや麹毛の極性も乱れる。遺伝学的な相互作用の解析から、現在のとこ
ろ最も上流に近い因子であると考えられている (Parket a1.， 1994a; Park et a1.， 1994b)。
また、相同分子である D-Frizzled2がWgのレセフターとして機能することから、 Fzも
未知!の Wntファミリ一分子をリガンドに持つ可能性があると予想されている (Vinson








その一つは dishevelJed(ぬの を介した細胞自律的な経路である。 Dshは Wgシグナリ ン
グにも関与するが、その下流因子はWgシグナリ ングのそれとはまったく異なってい
るらしい (Perrimonand Mahowald， 1987; Axelrod et al.， 1998; Boutros et al.， 1998; Shulman 
et a1.， 1998)0 FzやDshはpreha註(形成初期の winghair)を、細胞の遠位側の辺縁部に限




































麹毛は9!ffí形成開始後 (~fterl2.uparium formation， APF) 30 ~ 36時間に形成される。麹毛
の極性形成過程における Fmiの役割を調べるために、まず表皮細胞における Fmiタン
パクの挙動を追跡した (Fig.4-2)0 APF 30 時間の麹では、表皮細胞間の接触面のうち、
近位側と遠位似IJの隣後細胞との接触面 (PID境界面)に Fmiタンパクの濃縮がみられる
































できた (Fig.4-2 B)。いったん不均一な分布パターンをとった後、APF36時間では Fmi
タンパクは再びすべての細胞境界に一様に分布した (Fig.4-2 E)。すなわち、 Fmi分子
は基本的にすべての細胞境界に分布しているが、麹毛が形成される 1寺jVJに限って一時
的に Pρ境界而に濃縮する。


















ての写真で右側が遠位側、上側が前側である。 (A)町j形成後 181寺問の麹での Fmiの分布パターン。特
定の細胞問境界に濃縮しているようには見えない。(B)姉形成後241寺問の麹でのFmiの分布パターン。
P/D境界でのシグナルのほうが僅かに強く 、タンパクの分布が偏り始めているのがわかる。 (C)腕形成
後 30時間の麹での Fmiの分布パターン。 FmiがP/D境界に濃縮しており、A/P境界にはほとんど分布
していないことがわかる。(D)同じく蜘形成後 30時間の麹での Fmiの分布パターンと、ファロイジン
による F-アクチンの分布パターン。上皮細胞の遠位側の辺縁部から、アクチン繊維に富む一本の
prehairが伸長しているのがわかる。(E)姉形成後 361寺問の麹での Fmiの分布パターン。 Fmiがすべて
の細胞問境界にほぼ均等に再分配されている様子がわかる。 σ)蜘形成後 30時間の麹での DE-カドヘ
リンの分布パターン。細胞の接着梢造自体はすべての細胞境界で均一に形成されている。 (G)姉形成後
30 時間の麹の垂直方向の断面像。 Frni の頂吉I~-基音1)方向の分布パターンを示している。細胞境界の頂部
側に濃縮しているのがわかる。例)同じく DE-カドヘリン (green)とFmi(reのとの二重染色像。矢印は








における Fmiの分布を検討してみた。 frizzlcd(危)、 dishevelled(dsh)、prickle(Pk)、








4-1-5. Fz活性の差が Fmiの分布パターンを決める(1 ) 
次に、立が Fmiの分布を決定するメカニズムについての検討をすすめた。これまで
の研究から、 Fzの活性は一枚の麹の遠近軸に沿っては均一でないことが示唆されてい






せるためのアプローチとしては、 ( ] )体細胞組換えにより企ヌル変異体細胞を作製


















































A Fz mosaic 
+/ーー/ー+/ー.-
B Fz gradient 























GAL4系統としてはptc-GAL4を利用した (Rodriguezand Basler， 1997)。この系統では、
麹の領域 C内で Fig.4-6 A のように A-P方向の勾配をもって発現させることができ、
企を発現させることにより発現量の高い方から低い方へと麹毛の極性が変化すること
がわかっている (Fig.4-6 B， C)。企の勾配発現下では、 FmiのP/D境界での濃縮はみら











Fz活性のレベルを比較することができる o ( 2) Fmiが細胞境界に濃縮していること
が、隣り合う細胞問で Fz活性に差があることの証拠となる。
4-1-7. fmiの勾配発現による麹毛極性の変化は fzの場合の逆である
ここまでの結果から麹毛の極性形成に関して推定できることをまとめると、 ( ] ) 
Fig. 4-5 fzクローンの内部、境界部、および周辺部での Fmi分布パターンの変化
Fljフ-FRTシステムにより、ヌル変異体 [;f52の変異体細胞を作製した。すべての像について右が遠位
側、上が前側である。腕形成後 301寺問の麹を、 (A)ではモザイククローンの検出のためマーカーの





トで示した。クローンの泌位飢1の Fmiのジグザグパターンは P-D ~[Ih に対して傾いている傾向がある
(7tf矢じりの列)0(D and E) (C)でボックスで、因んだ領域の拡大像。クローンの近位側では、 Fmiは P/D











く、 (2) Fz活性に差がある境界面には、麹毛形成期に Fmiが強く濃縮し、 ( 3 )境
界の両側に均等に分布している Fmiが、麹毛形成にとって重要な役割を果たしている
ということである。しかし、 P/D方向に均等に分布している分子が、 P/D方向に非対
Fig. 4-6 fzおよび fmiの勾配発現実験
(A) ptc-GAIAによる勾配発現系。 GFPを発現させたもので、領域 Cにおいて A-P軸方向の濃度勾配
を形成しているのがわかる。勾配の最高点と思われる位置を矢じりで示した。(B)では細胞外領域を欠
くFmi分子(L¥EX)を、 (Cand F)では Fzを、 (Dand G)では Fmi全長分子を、そして(E)では GFPを発
現させた。 (B-Dand G)は(A)でボックスで示した領域の拡大像になっている。また(B-D)では麹毛の向
きを矢印で示した。 (B)DEXの勾配発現は麹毛の向きに影響を与えなかった。 (Cand D) 1誌の発現量のピー
クから遠ざかる向きに麹毛の向きが変化する (C)のに対し、 Fmi勾配の高いほうに向けて麹毛の向きが
変化した(D)o(G)はFmi勾配を、抗体染色により視党化した。(Eand F) (B)および (C)でボックスに囲































































Fz の機能を阻害したり実験的に操作すると、必ず Fmi の細胞内分布が変化し、~毛
の極性変化とよく 一致した。例えば、合や dsh変異体の麹では Fmiは膜への濃縮量が
低下すると共に極性を持たない分布パターンをとる。また、 NP軸方向に麹毛が向く
場合には、 Fmiが細胞の NP境界面に濃縮した。 fmi変異体が麹毛極性の異常を示す




























の接線方向に非対称的に分布することが知られている分子である (1an and 1 an， 1998)。
成虫の感覚剛毛の前駆細胞内での Numbの細胞内分布もまた Fzにより支配されてい
ることがあきらかになっている (Ghoand Schweisguth， 1998)0 Numb結合分子として分
離されたタンパク PONは、 Numbの細胞内局在に必須の因子であることがわかってい
る(Luet al.， 1998)。同様にしてFmi結合分子を同定することは、 Fmi局在化機構を解
明するうえで重要なことであろう。

































複眼の PCP形成にも企は必要である。複眼においても Fz活性の微小な差が D-V軸
方向に存在し、 Notch/Deltaを介したシグナル経路によって増幅されるという報告があ
る(Cooperand Bray， 1999; Fanto and M1odzik， 1999)。βTI1も複眼の PCP形成に必要であ
るので、複限の細胞における Fmiの細胞内局在を調べること、さらには Notch/Deltaシ
グナル経路とのかかわりを検討することは、今後の重要な課題の一つである。
最後に、 Adlerのグループによる報告から提起される問題について検討しておく D 彼
らは白1L冶tanがコードする cDNAを分離しているが、カルボキシ末端の配列が一部
Fmiとは異なっていた。ゲノム配列との比較から、白11・には少なくとも 2つのアイソ













































































































































































trimeric G-proteins & 2nd messengers ? 内極性を調節することになるのだろう。〆、















は、基本的に Sambrooket al.， 1989の方法に従った。ハイブリダイゼーション溶液の組
成は、 50%ホルムアミド、 5xSSC (20x SSCは、 3MNaCl、0.3Mクエン酸ナトリウム)、
1x Denhardt' s solution (0.02% polyvinylpyrolide、0.02% Ficoll、0.002% hep訂出)、 1% SOS 







ど)およびゲノム ONAクローン (λglなど)を得た。これらの cONA断片を、 pBluescript
SK+のEcoRI部位にサブクローニングした。用いたライブラリーは以下の表の通りで
ある。
ライブラリー 材料 ベクター フライマー 作製者または文献
ゲ、ノムDNA Canton-S )J壬 λFixII Stratagene社
cDNA(ロ) 1歪(9-12hr) λgtl1 randam K. Zinn 
cDNA(AH) Oregon-R 入ZAPII oligo dT L. Y. and Y. N. Jan 
成虫頭部 and randam 














Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmcr)を用いて、塩基配列を決定した。
唾腺染色体の insituハイブリダイゼーション
cDNAクローン NO.19を、 ONALabeling Kit (Boehringer Mannheim)を用いて、ランダ
ムプライマーでジゴキシゲニン標識した。唾腺染色体標本の作製、ハイブリダイゼー
ションおよびシグナルの検出は、谷村博士のプロトコル(私信)に従った。
ホールマウント RNAin situ ハイブリダイゼーション
ホールマウント RNAinsiω ハイブリ夕、イゼーション法は基本的に立井博士の方法に
従った(立井、私信)。センスおよびアンチセンスプローブは、 pBluescriptSK +にサブク
ローニングした cONAクローン NO.19から、 OIGRNA labelling kit (Boehringer 
Mannheim)と、 13およびτ7RNAボリメラーゼを用いて作製した。任の固定は 3.7%ホ
ルムアルデヒド、 O.lMリン酸ナトリウム緩衝液 pH7.2でおこない、プロテアーゼ K




100μg加1salmon sperrn ONA 
50μglmlヘパリン
0.1 % Tween20 
シグナルは、アルカリフォスファターゼをコンジュゲートした抗 Oig.抗体を用いて





産卵後20~ 24 hrの任を回収し、体色マーカー (y+)を指標にしてホモ按合体を 50
個体選別する。ボリ A+RNAの回収には QuickPrepMicro mRNA Purification kit 
(Pharmacja Biotech)を用い付属のフロトコル通りにおこなった。 RNAの抽出は最終濃
度50embryo 1200μiになるよう ElutionBufferの量をそろえた。逆転写反応のプライマー
にはランダムヘキサヌクレオチド (Ph紅maciaBiotech)を用い、 Rcady-To-GoYour-Prime 
90 
First-Strand Beads (Pharrnacia Biotech)のフロトコルに従って一本鎖 cDNAを調製した。
2. PCR法による増幅
耐熱性 DNAポリメラーゼには KODポリメラーゼ(TOYOBO)を使用し、付属のバッ
ファ一 (#1) に MgC~ を最終濃度 1mM になるよう加え使用した。反応サイクルはいわ
ゆるタッチダウン法でおこなった。(タッチダウン法:94 oc， 2min → [94 oC， 30 sec + 
70oC， 30 sec + 72 oC， 1 min]→[94 oC， 30 sec + 69 oC， 30 sec + 72 oC， 1 min] →...→[940C， 
30 sec + 50 oC， 30 sec + 72 oC， 1 min]→ [94 oC， 30 sec + 50 oC， 30 sec + 72 oC， 1 min] x 25 














CR1-2 51-GAA TTC CTG CAT CGA CGG ATC TC-31 
ターGAATTC GTC CTG ATC GGT TGC TC-31 
CR3-6 - 51-GAA TTC CGG GAG ACA TCG GAT AG-31 
51-GAAτrc GGG AGC GAA GTT ATT GG-31 
CR3-9 51-GAA TTC CGG GAG ACA TCG GAT AG-31 






C1-5 51-GAA TTCATG GGT CGC AAG GTT CCG-31 
51-GAA TTC GGG CTT ATT CAC ACT CGG-31 
C2-4 51-GAA TTC CGC TGG TCC AGT CAG CTG-31 





発現を誘導した大腸菌 250mlを遠心して回収した。 5mlのPBS+ 1mM PMSFによく懸
濁した後、 PBS+ 10mglml Lysozymeを0.5ml加え、 20分間放置した。いったん -80oCで
凍結させ、再び溶解した。これに超音波処理を行って、菌を十分に破砕した。遠心分







精製した融合タンパク質を、 PBSで 50μglmlに希釈した。この溶液 2mlを RIBI
adjuvant (R-700)と混和し、 1回l匹当り0.5mlずつ、ラットの腹腔に注射して免役し





予想され るカルボキシ末端のアミノ酸配列に相 当するペフチド (C-QPLGPL
TS ITDTDSEAEY)を作製し、アミノ末端側に付加したシステインを介して、キャリアー
タンパク KLHに結合させた(クラボウに受託)。ペフチドの PBS溶液 (500μg!ml)2mlを































(約 0.4mg)を 1mlのEx仕actionBuffer (TBS with 1 % Triton X-100， 1 % NP-40， protease 
inhibitor)中でホモジェナイズし、 30分間インキュベーションした。遠心分離後、上清
を500μ!のSepharose4B CL (Ph紅macia)とインキュベーションした。 30分後に再び遠
心分縦し、上清を半量ずつ分注した。 一方には実際に免疫沈降させたいタンパクに対
する抗体を、一方には対照として標準ラット血清をそれぞれ適切な濃度になるよう加
えた。 11寺問震渇した後、 50μlの anti-ratIgG conjugated Sepharose 4B beads (Zymed)を
加え、さらに 1時間震湯した。このビーズを、 proteaseinhibitorを含まない Extraction










70および~30%) で穏やかに水和した後、 PT(PBS+O.1 % Triton X-100)で洗浄した。ブロッ
キングおよび抗体のインキュベーションには、 PT十2%BSA(PENTEX)を用いた。 30分
のブロッキング後、一次抗体を加え、 40Cで一晩インキュベートした。 PTで10分 X5
回洗浄した後、 HRP標識した二次抗体を加え、室温で90分インキュベートした。 PT
で10分 X5回洗浄した後、 0.5mglmlDAB、0.03%過酸化水素水を含む 0.2MTris-HCl 
pH7.2中で約20分間発色させた。 PTで洗浄後、エタノール脱水した後キシレンで透明









PBS中で解剖したのち、氷上の PLP固定液 (75mML-lysine， 10mM NaI04， 2% PFA in 
PB pH7.4)中で終夜固定した。抗体反応以後は腔の場合と同様に行う。
蛸期の麹原基の染色
PBS中で四百fi殻から協を取出し、氷上の回定液 (4%PFA in PBS pH7.4)中で 2hr固定





時間室温固定する。 PBSで洗浄したのち、 5%， 10 %， 15 %， 20 %スクロース溶液にそ
れぞれ 1時間ずつ室温で置き換え、 30%スクロース溶液中で終夜震盗する。 次にocr
コンパウンドに置き換え、液体窒素(ー1940C)中で凍結する。 1日-800Cで放置した後、
クリオスタットで 10μm厚の切片を作製し、 APSコー トしたスライ ドグラスに張 り付
け風乾させる。抗体反応以後は妊の場合と同様に行う。
用いた抗体
名前 モノ/ポリ 製造者動物種 希釈率
染色 ウエスタン
抗 Fmi抗体
CR3-9A ラッ ト ポリ 1:1000 1:1000 
C1・5A ラッ ト ポリ 1:1000 1:1000 
#74 マウス モノ 1:5-10 1:5-10 
抗 HRP抗体 ウサギ ポリ 1:300 
1D4 (抗 FasII) マウス モノ 1:20 
22C10 マウス モノ 1:20 
24B10 マウス モノ 1:20 
抗 c-myc抗体 マウス モノ 1:100 
抗 CD2抗体 マウス モノ 1:100 











ショウジョウパエの培養細胞 S2(Schncider' s cel linc 2)は、 1xSchneider' s medium 
(GIBCO BRL)に非働化した牛胎仔血清 (FCS)10%を加えた培養液で培養した。2S0Cの
空気下で、細胞培養用シャーレやフラスコを用いてインキュベー トした。
アフリカミドリザルの腎臓由来の細胞株 COS-7は、DH10(5g DMEM， 5.3g HamF12， 2.1g 













列を Pfuポリメ ラーゼを用いた PCR法により増幅した (TA10)。以下に、用いたプライ
マーを列挙する。
増幅した断片 プライマーの塩基配列
λAH10-4の3'末端 5'-AAG cr寸CCTAGG AIT GGA CAT CGT C-3' 
5'-TCA AACτTA CGA CGA TCC-3' 
5'-GCT AGC TCT ACA TCC ACG C-3' 
5'-GAC CAG TGA ITA GCT TCC-3 
λAH17・2の5'末端
次に、入AH17-2と、 TA10とを接続した(断片1)。さらに、断片1とλAH10-4とを接
続した(断片2)。一方、 NO.19の 5'側と λAH7の3'側を接続した(断片3)。最後に、
pGEM9-zf( -)のNotIおよび SfiI部位に、断片2、断片3のHI貢にサブクロ ーニングした
(CAD4 7B-pG EM9-zf(ー))。次にCAD47B-pG EM9-zf( -)の SfiI部位を切断し平滑化した後、
NotI部位を切断した。この断片を、改変型の pRmHa3(岩井未発表)の NotIおよび
SmaI部位に挿入した (CAD47B-pRmHa3)。
このプラスミドをアマニチン耐性遺伝子を持つフラスミド pPC4(J okerst et al.， 1989) 
とS2細胞にコトランスフェクションした。トランスフェクションはリン酸カルシウム
法で、行った (Nagafuchiら、 1989)。トランスフェクトした細胞を、 5μg!mlαアマニチン
(Sigma)の存在下で10日間培養した。発現の誘導は 0.7mMになるよう CuS04を加 えて
行った。また、細胞のクローニングは限界希釈法によった。この際、 培地には 50%
conditioned mediumを用いた (Ashburner、1989)。
また高いレベルで発現させたい場合には、 pUASTに組み込んだコ ンスト ラク トを、
pRK245 (アクチン 5Cプロモーター依存的に GAL4を発現する)と 9:1の DNA比で同
時に導入した。
細胞集合アッセイ
ト ランスフェクタントを - I~Ú発現を誘導した後 、 ピペッティングで回収して 1x








気容量 940μFで、 電極間隙 0.4cmのキュベット (0.4cm DISPOSABLE CELL 
CHANBER， RIKOH KAGAKU)を用いて行った(装置:R1KOH KAGAKU， ECB 1202)。
通電後、軽く混合してから氷上で7分間インキュベーションし、 1mlのDH10に懸濁
してから 10cmシャーレに播種した。
pcDNA3.1( +)の NotIと XbaI部位に fmicDNAを挿入したコンストラクト (fmi
/pcDNA3.1( +))もしくはratsecretin re∞ptor発現用コンストラクト(PQ17)を COS-7に導
入し 10cmシャーレで 24時間培養した後、 24・ウェルフ。レートにウェル当たり 500μl
ずつ播種し直し、さらに 24時間培養する。 500μl1BMXs(無血清 D~伍M， 1rnM IBMX， 
O.l%BSA) で 2 回洗浄してから 1B~αs を 200μl 加え、 5倍濃度の Fmi(EX)-Fcコンディ
ションドメディウム(後述)もしくはペフチド溶液を添加する。 CO2インキュベーター
内で 60分間培養した後、 10%TCAを250μl加え反応を停止させてから -200Cで凍結
させた。再び融解してから1.5mlチューブに移し、 5000rpm， 5 min遠心分離する。上
清のうち 150μiをガラス試験管 (12x 75 mm)に移し 350μlのD3Wを加え混合する。
TCAを除去するため水飽和ジエチルエーテルを 1ml加えよく混和した後2000rpm， 5 
secで遠心分離し上層を捨てる。との操作をもう一度繰り返してからドラフト内でジエ










AvrII-fw: 51-ATG GCC CfA GGA ITG GAC-31 

















Df(2R)12 (46F; 47AB) 
D貰'2R)17 (47A; 47F) 
D攻'2R)E3363 (47A; 47E) 
D箕2R)St組 2 (47A; 47D) 
fJamingo (fmi)点突然変異体のスクリーニング
染色体領域 47Bを欠失した株 Df了'2R)17と相補しない劣性致死変異株のコレクショ























5'-GGC GGC CGC GTC ATG CAA ACG AGG GAG-3' 
5'-GAA TIC GGA ACC AAG TIT ATA GAC・3'
5'-GAA TIC GAT GGA GAC TIT AAT CC-3' 
5'-TCA GTT CAG GTC TTC TTC AGA GAT CAG TIT 
crGCTCATA TIC CGC CTCTGA GTC-3' 
個々の断片を pCR2.1(S回国gene)にクローニングした後、断片1を、 pGEM9zf(-)の
NotI部位とEcoRI部位に挿入した後、断片2をEcoRI部位に挿入した(L1Ex-pGEM9zf(ー)0
































yl-V;乃F;企njE45GAL4-1407/CyO P[y+j X Y w; tmf59/CyO P[ftz-lacZj; UAS-fm1!+ 
→ yw; 企n?5GAL4-1407/Jお1P9;UAS一台11/十
(2)末梢神経系の樹状突起のパターン異常の回復
y w!Y，. tmjES9IHI-GAL4 UAS-GFP/+; UAS右nl!+
x yw;j台1jES9IHI-GAL4UAS-GFP/+; UAS-企ni/+








1. エンハンサートラッフ株 C3-2nd-10 とトランスポゼース (~2-3) を持つ株の掛け合
わせ
♂ y wfY;Pロー2nd-lO[w+:lacZ]/CyO;+/+ x ♀v y w; +/+; TM2，Ubx ，P[~2-3]/TMS ，Sb ， P[~2-3] 
オレンジ限
↓モザイク限を選択(300系統)。
♂ y w!y; pC3・2nd-lO[w+:lacZ]/+;TM2，Ubx，P[62-3]/+ or TMS，Sb，P[δ2-3]/十
×♀ v w; Sco/CyO; +/+ 
第 I染色体に2コピーのPエレメントを持つ株の選択。
オレンジ限から赤H艮になったハエを選ぶ。
♂wfY; P* [w+:lacZ]/CyO; +/十× ♀vw; Sco/CyO; +/+・……(A)
赤限
or 





♂w!Y;P牢[w+:lacZ]/CyOX ♀V w; P*[w+:lacZ]/CyO 
(系統の維持)
2.再挿入株からのプラスミドレスキュー
掛け合わせ (A)に用いた赤眼の個体からゲノム DNAを回収した。まず、 20個体をひ
とつのサブプールとして1.5rnlエッペンチューブにいれて、液体窒素中で凍結させた。
次に、グラインドバッファー (5%スクロース、 80rnMNaCl、100mMTris-HCl pH8.5、
0.5% SDS、50mMEDTA)を200μl加えてぺッスルで揺り潰した。ホモジネー トを700C
で30分インキュベートした後、35μlの8MKOAcを加えて氷上で30分放置した。沈殿
を遠心分離してから、イソプ ロパノ ール 150μlを加えて DNAを沈殿・回収し、
O.lrng/mlの RNaseAを含む 100μlのTEに溶解した。それぞれのサブプールのゲノム
DNA3μgをEcoRIで切断した後、3mlのバッファー中で、 T4DNA ligase (New England 
Biolab)を用いて一晩セルフライゲーションさせた。 2-ブタノールで 400μ1程度に濃縮
し、エタノール沈殿させた。次に、 300μlのD.W.に溶解して、 micro-con100 (amicon) 
を用いて、脱塩・濃縮した。コンセントレーターで乾燥させてから、 30μlの D3W に溶
解した。セルフライゲーションさせた DNAを、エレクトロポレーション法により大
腸菌 LE392に形質転換した。エレクトロボレーションは、 GenePulser (BIO RAD)を用
いて、 電極問距離0.2cm、最高電圧2.5kV、コンダクタンス 25μF、抵抗200Qで行い、
























について整理した。 (n.d.:not determined， +: staining positive， -: staining negative) 
allele lethality (0/0) mutation α圃 Exstaining 
CNS PCP 
E41 100 n.d. I dominant + 
E42 100 n.d. ー
E45 100 null (missense) ー
E59 100 null (nonsense) -
E66 100 n.d. I dominant + 
E84 100 n.d. ー
E86 95 n.d. I dominant + 
E88 100 n.d. ー
E89 100 n.d. ー
E96 100 n.d. ー
E100 100 n.d. + 
E103 100 n.d. ー
E112 100 n.d. + 
E123 100 n.d. -
E129 100 n.d. ー
E132 100 n.d. ー
E143 100 n.d. ー
04 100 n.d. + 
013b 100 n.d. + 
014 100 n.d. ー
033 95 n.d. + 
042 100 n.d. I dominant + 
055 100 n.d. ー
070 100 n.d. ー
077 95 n.d. ー
0101 100 n.d. + 
0106 100 n.d. ー
0121 100 n.d. ー
0122 100 n.d. ー
0142 100 n.d. I dominant + 
0143 100 n.d. ー
0152 100 n.d. + 
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